Влияние NO-генерирующего соединения и ингибитора NO-синтазы на реализацию механизмов кратковременной адаптации к гипоксии у крыс линии Крушинского-Молодкиной by Крушинский, А.Л. et al.
ACTUAL PROBLEMS OF TRANSPORT MEDICINE O#4 (10), 2007
АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ ТРАНСПОРТНОЙ МЕДИЦИНЫ O № 4 (10), 2007 г.
117
Summary
STRUCTURAL AND FUNCTIONAL STATE OF
KIDNEYS IN RATS WITH DIFFERENT
ACTIVITY OF INTRACELLULAR SYSTEM
ENOS/NO/PROTEIN KINASE G AFTER
URETERAL OBSTRUCTION
Barinov E.F., Voloshin V.V.,
Chereshneva E.V.
The aim of this work was to estimate the
state of different parts of intracellular signal way
NO/PkG according to the chemosensitivity of
target cells to АngІІ under acute block of
urodynamic. It was shown that development of
obstructive nephropathy is associated with
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changes of target cells relation to АngІІ. The
decrease of АТ
1
/receptors sensitivity is related
with individual peculiarities of antagonistic
system NO/PkG state. The abundant or low
activity of this system determines the deep
alteration of hemodynamic, structural and
functional state of kidney, which can be ground
for development and chronization of
nephropathy.
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Введение
Физиологически активная молекула
– оксид азота (NO), обладает широким
спектром действия [10, 22, 33]. NO, яв/
ляясь одним из мессенджеров, участву/
ет наряду с ионами NO
2
/ в регуляции
систем внутри/ и межклеточной сигнали/
зации [23, 32]. NO идентичен эндотели/
альному фактору релаксации (EDRF) [32],
расслабляющему гладкие мышцы сосу/
дов и предотвращающему агрегацию
тромбоцитов к эндотелию [33]. Наряду с
регуляторными функциями NO обладает
цитотоксическими свойствами [9, 24, 25/
28]. С одной стороны, NO способен ин/
гибировать электронно/транспортную
цепь митохондрий в нейронах мозжечка
[25, 26], а, с другой – защищать клетки
центральной нервной системы (ЦНС) от
повреждений [27, 28]. Кроме того, NO и
продукты его превращения способны по/
вреждать белки и ненасыщенные жирные
кислоты, входящие в состав мембран
клеток и субклеточных структур, в том
числе и глутаматные рецепторы [16, 17,
25/28], и повышать выживаемость нейро/
нов мозжечка [28]. Все это приводит к
тому, что NO называют “двуликим Яну/
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сом”. В связи с этим перед физиолога/
ми, патофизиологами и практическими
врачами нередко возникает вопрос: при
каких обстоятельствах следует использо/
вать доноры NO и NO/генерирующие со/
единения, а в каких случаях необходимо,
наоборот, снижать или подавлять синтез
этого соединения, применяя, например,
ингибиторы NO/синтазы.
Цель настоящей работы – выяс/
нить, способен ли NO вносить положи/
тельный вклад в протекторное действие
кратковременной адаптации к гипоксии
на развитие стрессорных нарушений у
крыс линии КМ. В настоящей работе ис/
следовали: 1) влияние неселективного
ингибитора NO/синтазы LNNA (Nw–нит/
ро–L/аргинин, Sigma) на устойчивость
животных, кратковременно адаптирован/
ных к умеренной экзогенной гипоксии, в
условиях акустического стресса; 2) изме/
нение концентрации NO в крови и селе/
зенке крыс линии КМ, адаптированных к
кратковременной экзогенной гипоксии
по сравнению с контрольными животны/
ми.
Материалы и методы
В экспериментах использовали 64
крысы линии КМ (самцы в возрасте 4.5
мес массой 200 ± 30 г. Животные были
разделены на четыре группы по 16 осо/
бей в каждой. Первая группа служила
контролем и находилась в условиях нор/
мального атмосферного давления. Вто/
рая группа помещалась на 1 ч в барока/
меру, где создавали разряжение возду/
ха, соответствующее высоте 5000 м над
уровнем моря. Третья группа, так же, как
и 2/я, в течение часа находилась в баро/
камере, однако непосредственно перед
“подъемом на высоту” животным внутри/
брюшинно вводили LNNA в дозе 2.5мг/
100г. Четвертой группе животных за 1 ч
до эксперимента вводили LNNA в дозе
2.5мг/100г внутрибрюшинно без после/
дующего «гипоксического» воздействия.
Первой и второй группам животным за 1
ч до эксперимента вводили физиологи/
ческий раствор в эквивалентном количе/
стве. Акустическое воздействие прово/
дили по ранее разработанной схеме [5].
После полутораминутного действия
сильного электрического звонка (110–
115 дб) подавали серию сильных и сла/
бых (80 дб) акустических сигналов дли/
тельностью 10 сек. с десятисекундными
интервалами между ними. Через 15 мин
такого воздействия делали трехминутный
перерыв и затем снова включали силь/
ный звук в течение 1 мин. Во время аку/
стического воздействия у подопытных и
контрольных крыс определяли парамет/
ры, характеризующие возбудимость
ЦНС: величину латентного периода, ин/
тенсивность и характер судорожного
припадка. Также оценивали выражен/
ность нарушений движений и смертность
животных во время акустической экспо/
зиции.
Выделялись нарушения трех степе/
ней:
а) легкие нарушения (незначительные
нарушения мышечного тонуса, не ог/
раничивающие передвижение живот/
ного);
б) средние нарушения (парез конечно/
стей, чаще задних, затрудняющий
передвижение);
в) тяжелые нарушения (животное прак/
тически теряет способность к пере/
движению).
Сразу после окончания экспери/
ментов животных декапитировали, мозг
фиксировали в 10%/ном растворе фор/
малина. Площадь субдуральных и види/
мых субарахноидальных кровоизлияний
определяли под бинокуляром с помощью
микрометра. Длительность гипоксичес/
кой экспозиции составляла 60 мин [6, 7,
34].
В экспериментах, выполненных для
изучения изменения концентрации NO в
крови и селезенке крыс линии КМ, адап/
тированных к кратковременной экзоген/
ной гипоксии по сравнению с конт/
рольными животными использовали 24
крысы линии КМ (самцы в возрасте 5
мес, массой 290 ± 20 г). Животные были
разделены на две группы по 12 особей в
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каждой. Первая группа служила контро/
лем и находилась в условиях нормально/
го атмосферного давления. Вторую груп/
пу помещали на 1 ч в барокамеру, где
проводили адаптацию к гипоксии на “вы/
соте”, соответствующей 5000 м над уров/
нем моря. Изменение содержания NO во
второй подопытной группе относительно
первой (контрольной) оценивали мето/
дом ЭПР по спектрам Hb/NO комплексов.
Спектр ЭПР образцов крови и селезенки
регистрировали на спектрометре ESR/
300 фирмы Брукер (ФРГ), оснащенным
мини/ЭВМ, при температуре жидкого
азота.
Результаты и обсуждение
Кратковременная адаптация к ги/
поксии опытной группы крыс линии КМ
значительно повышает у них устойчи/
вость в условиях акустической экспози/
ции (рис.1). Так в опытной группе крыс
значительно снижена смертность по
сравнению с контролем (0% и 18.8% со/
ответственно, p < 0.05) и доля животных
с тяжёлыми нарушениями движений (0%
и 68.7% соответственно, p < 0.001). Сре/
ди адаптированных к гипоксии животных
значительно больше доля крыс с лёгки/
ми нарушениями движений, по сравне/
нию с контрольными (81.2% и 12.5% со/
ответственно, p < 0.001). Параметры,
характеризующие возбудимость цент/
ральной нервной системы, также разли/
чались у обеих групп животных. Латент/
ный период наступления судорожного
припадка в опытной группе значительно
увеличен по сравнению с контролем (4.5
± 0.4 с и 2.5 ± 0.2 с, соответственно, p <
0.001). В опытной группе уменьшена
доля животных с максимальной интен/
сивностью судорожного припадка по
сравнению с контролем (81.2% и 100%
соответственно, p < 0,05). Кратковремен/
ная гипоксическая адаптация значитель/
но уменьшала площади субдуральных и
видимых субарахноидальных кровоизли/
яний по сравнению с контролем (7.5 ± 2.6
мм2 и 28.4 ± 4.8 мм2 соответственно, p <
0.01) (рис. 2). Предварительное введение
ингибитора NO/синтазы значительно ос/
лабляло эффект гипоксической стимуля/
ции.
Так, в группе животных, получавших
L/NNA на фоне адаптации к гипоксии по
сравнению с животными, получавшими
на фоне адаптации к гипоксии физиоло/
гический раствор в эквивалентном коли/
честве, увеличена смертность (18.8% и
0% соответственно, p < 0.05) и доля жи/
вотных с тяжёлыми нарушениями движе/
ний (81.2% и 0% соответственно, p <
0.001). У животных, получавших L/NNA на
фоне адаптации к гипоксии значительно
увеличена площадь субдуральных и ви/
димых субарахноидальных кровоизлия/
ний (39.9 ± 7.2 мм2 и 7.5 ± 2.6 мм2 соот/
ветственно, p < 0.01). Параметры, харак/
теризующие возбудимость центральной
нервной системы достоверно не разли/
чались у обеих групп животных.
Наиболее тяжело акустическую эк/
спозицию переносили животные, полу/
чавшие блокатор NO/синтазы без гипок/
сического воздействия. В этой группе
была значительно увеличена смертность
по сравнению с контролем (81.2% и
18.8% соответственно, p < 0.001), увели/
чена доля животных с тяжёлыми наруше/
ниями движений (100% и 68.7% соответ/
ственно, p < 0.01). В группе животных,
получавших L/NNA без гипоксического
воздействия значительно увеличена
средняя площадь субдуральных и види/
мых субарахноидальных кровоизлияний
по сравнению с контролем (129.1 ± 12.7
мм2 и 28.4 ± 4.8 мм2 соответственно, p <
0.001). Параметры, характеризующие
возбудимость центральной нервной си/
стемы в обеих групп животных достовер/
но не различались.
В серии экспериментов, проведен/
ной с использованием метода ЭПР, было
изучено влияние гипоксии, вызванной
“подъемом” (высота 5000 м) крыс линии
К–М, на образование Hb/NO комплексов
в крови и других тканях этих животных.
Проведенные исследования и анализ
полученных экспериментальных данных
показали достоверное увеличение кон/
центрации оксида азота (по интенсивно/
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сти ЭПР/сигнала Hb/NO комплексов) в
крови и селезенке у животных, адаптиро/
ванных к кратковременной гипоксии по
сравнению с контролем.
Генетическая линия крыс К–М, со/
зданная на основе многолетней селекции
животных, а также разработанные аудио/
генные модели судорожного припадка и
сердечно/сосудистых нарушений, явля/
ются удобными объектами для исследо/
ваний различных факторов, препятству/
ющих или способствующих развитию
стрессорных нарушений [5]. Экспери/
менты, проведенные на крысах этой ли/
нии, показали, что в результате длитель/
ного применения прерывистых звуковых
раздражителей (аудиогенная модель),
возникает резкое возбуждение мозга,
которое сопровождается двигательными
и вегетативными нарушениями, острыми
нарушениями кровообращения и гибе/
лью части животных от кровоизлияний в
мозг [5].
Ранее было показано, что судорож/
ный припадок является мощной функци/
ональной нагрузкой на организм [3]. При
эпилептическом припадке происходит
значительное падение напряжения кис/
лорода в нервной ткани, и создаются
гипоксические условия, обусловленные
функциональной нагрузкой на нервные
клетки [13, 30]. Об этом также свидетель/
ствуют данные других авторов, которые
показали, что в мозге крыс линии КМ,
подвергнутых акустическому стрессу,
наблюдаются патологические изменения
нервных клеток и нейроглии, характер/
ные для кислородной недостаточности
[14]. В то же время известно, что гипок/
сия мозга является одним из критичес/
ких факторов при развитии внутричереп/
ных кровоизлияний [3, 6/8].
Ранее протекторный эффект крат/
ковременной адаптации к гипоксии на
животных в условиях акустического
стресса в значительной степени связы/
вали с улучшениями утилизации кислоро/
да тканями мозга в результате активации
его транспорта с током крови, что может
обеспечиваться срочными реакциями
адаптации [10, 12]. Эти реакции могут
осуществляться, прежде всего, через
увеличение скорости кровотока [1] и уве/
личение количества функционирующих
капилляров [31]. Вместе с тем при гипок/
сии повышается внутриклеточная кон/
центрация ионов Са2+, которые активиру/
ют конститутивные NO/синтазы. Кроме
того, гемсодержащие белки (гемоглобин,
миоглобин, цитохромоксидаза и цитох/
ром Р/450) вследствие дефицита кисло/
рода при гипоксии большую часть време/
ни находятся в дезокси/форме, в которой
они способны восстанавливать ионы NO
2
/
– продукты превращения NO [15, 18, 29].
Таким образом, при гипоксии улучшают/
ся не только условия для образования NO
в результате активации конститутивных
NO/синтазных систем, но и активирует/
ся мощные нитритредуктазные системы,
входящие в цикл оксида азота [15, 21,
22]. Кроме того, при гипоксии в клетках
тканей активируется несинтазный путь
образования NO за счет ацидоза и повы/
шения интенсивности образования азо/
тистой кислоты, которая способна распа/
даться с высвобождением NO [36]. При/
чем вклад биохимических компонентов,
связанных с превращением нитритов в
NO в десятки/сотни, а иногда и в тысячи
раз более мощный, чем вклад конститу/
тивных NO/синтаз [15, 21, 22, 29, 36]. В
связи с этим исследование роли нитри/
тов и NO в реализации механизмов про/
текторного действия кратковременной
адаптации к умеренной гипоксии продол/
жает оставаться весьма актуальной про/
блемой современной физиологии.
Ранее нами было показано, что воз/
действие относительно низких доз (0,5
мг/ 100 г) NO/генерирующего соедине/
ния – нитрита натрия уменьшает разви/
тие стрессорных нарушений у крыс линии
КМ [7, 19]. Сходное протекторное дей/
ствие оказывал предшественник NO L/
аргинин в дозе 20мг/100г [8]. Оксид азо/
та, являясь активным вазодилататором
[11, 21, 22, 32], способен увеличивать
скорость кровотока в мозге [2, 35] и,
возможно, участвует в механизмах рас/
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ширения капилляров мозга и перехода их
в высокоактивное состояние. Кроме того,
учитывая тот факт, что NO обладает спо/
собностью ингибировать агрегацию
тромбоцитов [11, 33] можно было ожи/
дать, что он будет препятствовать разви/
тию ишемии мозга и, тем самым, умень/
шать площадь кровоизлияний в услови/
ях акустического стресса. Таким обра/
зом, можно было ожидать, что NO, вклю/
чаясь в различные механизмы адапта/
ции, участвует в реализации протектор/
ного действия в указанных выше услови/
ях акустического стресса. Об этом может
свидетельствовать и значительное сни/
жение протекторного эффекта адаптации
к кратковременной барокамерной гипок/
сии на фоне блокатора NO/синтазы у
крыс линии КМ в условиях акустической
экспозиции. И, наконец, об участии NO в
компенсаторно/приспособительных ме/
ханизмах в условиях дефицита кислоро/
да может свидетельствовать увеличение
концентрации оксида азота (NO) при
кратковременной адаптации к гипоксии у
крыс линии КМ.
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Резюме
ВПЛИВ NO/ГЕНЕРУЮЧОЇ СПОЛУКИ І
ІНГІБІТОРУ NO/СИНТАЗИ НА
РЕАЛІЗАЦІЮ МЕХАНІЗМІВ
КОРОТКОЧАСНОЇ АДАПТАЦІЇ ДО
ГІПОКСІЇ У ЩУРІВ ЛІНІЇ
КРУШИНСЬКОГО/МОЛОДКИНОЇ
Крушинський А.Л., Реутов В.П.,
Кузенков В.С., Сорокина Е.Г., Кошелев
В.Б., Фадюкова О.Е., Байдер Л.М.,
Куроптєва З.В., Жумабаєва Т.Т.,
Комисарова Л.Х., Рясина Т.В., Косіцин
Н.С., Пінеліс В.Г.
Робота присвячена з’ясуванню
здатності NO вносити позитивний внесок
в протекторну дію короткочасної адап/
тації до гіпоксії на розвиток стресових
порушень у щурів лінії Крушинського/
Молодкиной (КМ). В роботі досліджува/
ли: 1) вплив неселективного інгібітору
NO/синтазы LNNA (Nw–нитро–L/аргінін,
Sigma) на стійкість тварин, короткочасно
адаптованих до помірної екзогенної
гіпоксії, в умовах акустичного стресу; 2)
зміна концентрації NO в крові і селезінці
щурів лінії КМ, адаптованих до коротко/
часної екзогенної гіпоксії в порівнянні з
контрольними тваринами.
Показано, що про участь NO в ком/
пенсаторно/пристосовних механізмах в
умовах дефіциту кисню може свідчити
збільшення концентрації оксиду азоту
(NO) при короткочасній адаптації до
гіпоксії у щурів лінії КМ.
Summary
INFLUENCE OF NO/GENERATING BOND
AND INHIBITOR NO/SYNTHASE
ON REALIZATION OF MECHANISMS OF
SHORT/TERM ACCLIMATIZATION TO THE
HYPOXIA AT RATS OF LINE KRUSHINSKY/
MOLODKINA
Krushinsky A.L., Reutov V.P.,
Kuzenkov V.S., Sorokina E.G.,
Koshelev V.B., Fadjukova O.E.,
Bayder L.M., Kuropteva Z.V.,
Zhumabaeva T.T., Komisarova L.H.,
Rjasina T.V., Kositsyn N.S., Pinelis V.G.
Work is devoted to finding/out of
ability NO to bring the positive contribution
to a protective action of short/term
adaptation to a hypoxia on development of
stressful infringements at rats lines
Krushinsky/Molodkina (KM). In work
investigated: 1) influence of not selective
inhibitor NO/synthase LNNA (Nw/nitro/L/
arginine, Sigma) on resistance of the
animals quickly adapted to a moderate
exogenous hypoxia, conditions of an
acoustic stress; 2) change of concentration
NO in a blood and a lien of rats of a line of
the KMS adapted to a short/term
exogenous hypoxia in comparison with
control animals.
The augmentation of concentration of
NO at short/term adaptation to a hypoxia at
rats of a KM/line can testify for participation
NO in compensative/adaptive mechanisms
in conditions of oxygen deficiency.
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